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# 也国
常染色体身性遺伝 に よりCuを排出するAT Pa s eを欠損して い るウイ ル ソ ン病患者で は､
肝臓 な どにCuが蓄積する ｡ LECラ ッ ト(Lo ng
- Evans r ats witha cinn am on -like c o at c olo r)
はウイ ル ソ ン病と同じ､ A TPa s e遺伝子が欠損して い る先天性銅代謝異常症 の モ デ ル動
物である｡.肝臓中にCuが過剰に蓄積する結果､ メ タロ チオネイ ン(M T)の合成が誘導され､
無毒なcu- M Tとして 蓄積して い る o しか し, 加齢とともに蓄積するCuが MT の合成限界
以上 になる とM Tに捕捉されな いCuが増加 し､ これが原因とな っ て 大部分の ラ ッ トが急
性肝炎を発症する と考えられて い る o 本研究で は蓄積したcuの 毒性発現機構を解明する
こ と を目的として ､ C｡に よ る ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル( ･ OH)の 産生条件を検討するin
,itr ｡実験 ､ および生体内における酸化的傷害の 発生を検討するin viv o実験を行 っ た o in
vitr o実験 でZn- MTにCu(ⅠⅠ)を段階的に添加すると ､ cu(ⅠⅠ)はM T中の チオ
ー ル基で 還元 され
た後, znと順次置換し､ Cu- M Tを形成する こ とを示 した｡ さ らにCu(ⅠⅠ)を加える と, M T
中のZnが全て置換され ､ 続い てM Tに結合したcuも検出されなくなり､ 反応液中 に は遊
離のCu(Ⅰ)が増加したo ま た､ 過酸化水素の存在下 で は ､ 遊 離のCu(I)の増加ととも に
｡
oHを産生IL た｡ こ れらの ことからMT中にZnが結合して い る 時にはa ntio xida ntt して働
くが , C｡の みを含むときに ･ OHを産生させるpro o xida ntとなる ことがわか っ た o
L E Cラ ッ トで は加齢ととも に ､ M Tに捕捉されな い 遊離の Cuが出現する とされて い る
が ､ 遊離のCuを定量的に検出する手段がな い ｡ 一 方 ､ 血祭 中の95%以 上 のCuを結合し
て い る セ ル ロ ブラス ミ ン(Cp)は肝臓中に遊離のCuが存在する ときにはholo
- Cpとし
.
て分泌
される ｡ こ の こ とを利用し て肝臓中の 遊離のCu量を推定し､ ･ O Hの産生 に よる急性肝
炎の発症と関連付けたo すなわち､ 各週齢のLEC ラッ トを用い て ､ 血清中のCuから肝臓
中の M T･非結合塑c｡を推測し､ 肝臓か ら血祭中 - 逸脱した酵素の活性及び肝臓中の脂質
過酸化な どの 生体内傷害の指標を測定し､ 肝臓 における遊離cuの 発生 と酸化的な傷害を
結びつ ける こ とが できた｡ 以上 のin vitr o実験およ びin viv oの実験の結果から, LEC ラッ
トの 肝炎発症の原因が遊離のCuによ る ･ O Hの 発生 に よる と結論した ｡
- ト
略 号 表
本論文にお い て ､ 以下 の 略号を使用した｡
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1 序論
i - 1 遷移金属と レて の飼
原子番号29 の元素 である鋼(以下 ､ Cu)は生体内に必須な微量元素とし て知られ て い
る ｡ Cuの 電子配置は4s 軌道の電子数が2未満であり､ cuイ オン と して＋ 1【堺下 ､ Cu(Ⅰ)I
と＋2【以下 ､ Cu(ⅠⅠ)】の荷電状態で存在し､ 遷移金属と呼ぼれて い る ｡
生体中のCu濃度は微量元素の 中で は比較的高く, 生理的濃度で ､ 活性酸素の 一 種であ
る ヒ ドロ キ シ ル ラジ カ ル (以下 ､ ･ OH)の 生成を促進する【1】｡ さ らに ､ Cuは タ ン パ ク質
などの特定の部位と結合し､ 酸素の 運搬(ヘ モ シ ア ニ ン)､ 電子 の 伝達(チ トク ロ ー ム cオ
キシダ ー ゼ)､ 生体内物質の酸化(リジル オキシ ダ ー ゼ)､ ス ー パ ー オキ サイ ドの 不均北
反応 の触媒(ス ー パ ー オ キサイ ドジス ム タ - ゼ)な どの多様な生理的役割を担 っ て い る
【2-41｡ これ らの酵素反応 の過程でも活性酸素を発生させる と考えられる｡
1 - 2 先天 性銅代謝異常症 W i[s on病 とそ の動物 モデルL ECラ ッ ド
正常な生体中のCuの含有量は(801150mg/70kgbody w eight)である . しか し､ ウイ ル
ソ ン 病患者 で は常染色体劣性遺伝により､ cuを排出する ATPas eを欠損して い るた め
i5-7ト 肝臓中にCuが高濃度に蓄積し､ 脳にも沈着する ことに よ っ て ､ 肝硬変や脳神経障
害な どの臨床症状をもたらすと考えられて い る ｡
ウイ ル ソ ン 病患者 の 血 中のCu濃度は低く, さら にα - ト コ フ ェ ロ ー ル (以 下 ､ Vit E)､
アス コ ル ビン酸(以下 , V itC)､ タ ン パク質の チオ ー ル基(以 下､ SH嘉)などの い ずれの
生体内抗酸化物質の 濃度も低下 し て い る ｡ また , ラ ジ カ ル 生成 の マ ー カ ー で あ る
allantoinの濃度は治療後の患者や健常人の濃度より､ 2倍以 上高い(8, 9】. こ れらの こ と
から ､ 肝臓ある い は神経節 に蓄積したcuが肝硬変や酵素の変性を引き起 こす機構として ､
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r e a cdv e oxyge n spe cies(以下 ､ R O S)を発生させ る こ とによ っ て ､ Cuの 毒性を発現させる
ことがウイ ル ソ ン病 の病因であろうと提唱されて い る【101.
L EC ラツ
ー
トは19 75年に ､ 北海道大学実験生物セ ンタ ー で 発見された先天性cu代謝異
常動物である｡ L EC ラッ トは肝臓中 にCuを異常蓄積し､ 約15週齢 で大部分が急性肝炎
を自然発症し､ さらに 一 部 が劇症肝炎 ･ 肝癌に至り死亡する と報告された11 1- 13】｡ L E C
ラ ッ ト肝臓中で はCu濃度が劇的に増加して い る ほか ､ 前述したウイ ル ソ ン病患者の体内
に抗酸化因子が低 い こ とと同株に, 4カ月齢の LE C ラッ トで は同じ月齢の 正常 ラ ッ トよ
り､ 肝臓中 の 過酸化物 の量が高い こと が認められた【141｡ 199 3年に ､ ウイ ル ソ ン 病の
病因遺伝子 が同定され ､ 肝臓内か ら胆汁中 -Cuを排出す るためのCu結合性A T Pa s e遺伝
チ(A T P7 B)に変異がある こ とが明らか にさ れた【5-7】｡ これに続き､ L EC ラッ ト肝臓中に
cuが蓄積する原因 に つ い て も ､ 常染色体に存在するA TP7B に変異がある ことが明らか
に された【15,16]｡ LE C ラッ トの 病因遺伝子が ウイ ル ソ ン病患者の病因遺伝子と同
一 であ
ると同定された ことにより､ L E Cラ ッ トはウイ ル ソ ン病の動物モ デルと して確立された ｡
A T P 7 Bは+L E Cラ ッ トで は第16常染色体上 に ､ ヒ トで は第1 3常染色体上 にそ れぞ れ存
在して い る ｡
1 - 3 活性酸素と飼
約3 0億年前 か ら､ 光合成 に より地球の酸素濃度が増加し始めた｡ 現在 の 地球上の 生物
はほとん ど好気性生物 で ､ 呼吸に よ っ て酸素から エ ネル ギ ー を得 ており､ 酸素なしで は
生命を維持できない ｡
原子番号8 である懐素は酸素分子(以下 ､ 02)になる と ､ 不対電子が2個ある の で ､ 基
底状態の安定な酸素と して ､ ビラ ジカ ルと呼ぼれて い る ｡ この酸素分子が生体内にお い
て ､ 電子受容体として段階的に還元されて行く過程で ､ 活性に富む酸素種を生成する ｡
化学的な観点か ら見る と ､ 分子状酸素から水分子(以下 , H20) へ の 還元 に は ､ 4電子が
必要 である(02＋4H
十
＋4e･ - 2H20)が､ 電子 ス ピン が制限される ため､ 1電子反応が進行し
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やすい ｡ その 結果, 中間体として ､ 02は様々 なROSを生成する｡ ROSと して知られて い
る もの に ､ ス ー パ ー オキサイ ドラ ジ カ ル(02
‾
●
)､ 過醸イヒ永素(H202)と ･ OEお よ び 一 重
項酸素が挙げられ , そ の 中で は､ ･ 0朗 唱も活性が高いROSとされ七い る【1 7]｡
ROSは生理的に重要な代謝に寄与し【1 8ト 転写因子の活性化に働き【1 9ト また病原菌に
射し､ 殺菌作用を有し【20ト 抗癌作用【21 におい ても重要な役割を果たして い る .
一 方､
ROS は､ 核酸塩基 の修飾や切断(D NAとR N A)12 2ト タ ン バ ク質と酵素の 変性【23ト ある
い は細胞膜 の脂質の 過酸化反応【2 4】などの 様々 な生体分子との化学反応を通じて ､ 細胞
に酸化的な傷害を与えたり､ ア ポ ト ー シス【25,26搾起こすと考えられて い る ｡
こ の よう にROSの 生成 にお い て は ､ cuは鉄(以下 ､ Fe)と同様にFe nton塑反応を通じて
【27ト 容易に多量の ･ OHを産生する｡ Cuを含むタ ン パ ク質は生体内の酸化還元反応 に関
与して い るが ､ 生体内でFe nto n塑反応(1)､ またはHarber･ Weis s塑反応(2)が起これば､
生成したROS は前述した細胞毒性を発現する ｡
Fe(ⅠⅠ), Cu(Ⅰ)＋ H202 - - - = Fe(ⅠⅠⅠ), Cu(ⅠⅠ)＋ OH
I
＋ ･ OH (1)
H202＋ 02
‾ ●
-
- - OH
‾
＋ ･ OH ＋ 02 (2)
cu はク ロ ム ､ ニ ッ ケ ル ､ コ バ ル トと マ ン ガン な どの 遷移金属と同様､ H202の存在下
で細胞成分 であるD N A鎖を切断し, その 塩基を修飾する【281｡ Cuイオ ン が このDNA鎖損
傷 に関与して い る機構として ､ Cu(Ⅰ)はCu(ⅠⅠ)よりD N Aにより強く結合し､ DN Aに結合し
たcu(ⅠⅠ)は遊離の Cu(ⅠⅠ)よ りcu(Ⅰ)に還元 さ れやす い こ とが指摘されて い る【29】｡ ま た ､
DNA損傷を起 こすROSは ･ O H ではなく ､ cu(Ⅰ)-0 0H のようなクリプト0Ⅱラ ジカ ル である
とする 反応機構を提唱した報告もある【30】｡
ト 4 L EC ラッ トに お け る銅毒性発現におけるメタ ロチ オネイ ン の役割
LEC ラッ ト肝臓 に は ､ 多量の Cuが蓄積 し､ その 大部分はメ タ ロ チ オネイ ン(以下 ､
MT)に結合したcu,亜鉛(zn)- M Tと して存在して い る【311o M Tは61個 の ア ミノ酸か らな
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る7 kDaの 低分子量 の 金属結合タ ン パ ク質であり､ 種々 の化学物質やス ト レス ､ 特 に重
金属 によ っ て , 合成が誘導される【32】｡
構成ア ミノ酸の1/3をシ ス テイ ン が占めるMTは､ シス テイ ン のSH基がす べ て金属イオ
ン に配位し､ 金属一硫黄結合(メ ル カ プチ ト結合)を形成して い る ｡ その 生物学的役割と
して ､ 永琴や カ ドミ ウ ム な ど の有害金属イオ ン の 解毒作用ある い はZnやCuな どの 必須
元素の 恒常性を維持する作用が指摘され て い る【32,33】｡ さ らに､ M Tは02
‾ ●
や過醸イヒ脂
質な どの フ リ ー ラジカ ル を消去する性質を持 っ て おり､ い わゆる フリ ー ラ ジカ ル ス カ ベ
ン ジ ャ ー として の 機能が注目されて い る【34】｡ また､ MTは活性酸素の生成に おける連鎖
反応を遮断し､ ･ O Hとの直接的な反応性も高 い とされて い る【35】｡ しか し､ LEC ラッ ト
が肝臓にM Tを大量 に誘導し､ この 誘導されたM TがCuの毒性を軽減する解毒作用およ び
活性酸素を消去する ス カ ベ ン ジ ャ ー 作用 を示すと考えられる にも か かわ らず､ 大部分の
ラ ッ トは急性肝炎を発症する｡ す なわち､ L EC ラッ トは加齢とともにCuをMTとし て蓄
積し, CuがMTの合成限界以上 に蓄積する と, M Tに捕捉されな いCuが増加し ､ 無害な
形とされるCu- MTとして大量 に存在する にもかかわらず､ 大部分の ラ ッ トが急性肝炎を
発症して死亡する ｡ 一 方 , 通常の ラ ッ トにCuを投与し､ L EC ラッ トの 肝臓 中と同じ濃度
ま でCuを蓄積させ て も ､ 大部分の CuがM Tと結合できなく､ 肝炎を発症しない 【4 0]｡ し
たが っ て , 肝臓中に大量 に存在するMTが肝炎の発症 に何らか の役割を担 っ て い る と考
えられる が ､ 肝炎発症に至る機構は現在まで明らかとな っ て い な い ｡
i - 5 本研究 の 目的
L E Cラ ッ トを用 い て ､ 先天性銅代謝異常症 に おける毒性発現機構を解明する こ とを目
的として ､ i)Cnによ る ･ OHの 産生条件を検討するin vitr o実験 ､ ii)肝臓における メタ ロ
チオネ ン非結合型 cu(no n･ M T･bo u nd Cu)の発 生と血祭中の ホ ロ 型 セ ル ロ プラ ス ミ ン
(holo-Cp)の増加 に関するin viv o実験､ お よびii)生体内に存在するCu によ る酸化的傷
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害の発生を検討するin vivo実験を行 い , L ECラ ッ ト肝臓中に大量に存在するM T の働き､
お よ び これに関連してL EC ラッ トが急性肝炎を発症する 原因をそれぞれ解明する ことを
目的とした｡
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2 本論
2 - 1 im vitr o系で飼含有M Tはプmオ皐シタ ン 卜として 書 0‖を産生 する
2-1-1 目的
L EC ラッ トで は ､ Cu結合性A T Pa s e遺伝子 の変異に より､ 肝臓でA T Pa s eが機能せず､
cuが過剰 に蓄積する結果､ MT の合成が誘導され ､ Cu- MTと して蓄聴する【36-40】｡ M T
に は最大でCu(Ⅰ)が12個結合できるとされて い るが このCu含有M Tによる酸化的なD NA損
傷が報告され て い る【4 1】｡ また ､ L EC ラッ ト と同様 にA T P7B に変異を持 つto xic milk
m utant m o u s eの 肝臓か ら抽出したcu･ M Tは ､ 有機過酸化物質が誘導した脂質の過酸イヒを
促進するとの報告もある【4 2】｡ しか し､ こ のMTの作用機構につ い て は, 特に活性酸素の
生成 に関して ､ 不 明 な点が多い ｡ 一 方, L EC ラッ ト肝臓申で は､ MTの 合成能以上 にCu
が蓄積する と､ cu(Ⅰ)がM T- 非結合型cuと して出現し ､ こ の Cu(Ⅰ)が ･ OHを産生する こと
が ､ LECラ ッ ト肝臓における毒性発現の直接的な原因とな っ て い る と考えられる【43】｡
そ こ で ､ 遊離のCuが共存する時のCu含有M Tの 役割すなわちM Tか らのCuの 遊離と ･ OH
の 産生 との 関係を明らかにする ことを目的とした実験をin vitr oで行 っ た ｡
2- 1･2 方法
znを投与した w istar系雄性ラ ッ トの 肝臓からzn･ M Tを分離, 精製した｡ こ のZn- M Tに
cu(ⅠⅠ)を加え, 3 7℃ ､ 10分 間イ ン キ ュ ベ - トした後に ､ M Tに結合し て い るZnとcuを
H P LC/A AS法 で 測 定 し ､ ま た 反 応 液 中 の Cu(Ⅰ) の 特 異 水 溶 性 キ レ ー ト 剤
batho 仇Pr Oin edis ulfo nic a cid( 以 下 ､ BC) と cu(II) の 水 溶 性 キ レ ー ト 剤
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2-(2-thia z olyla z o)-4- m ethyl
-5-(s ulfo m ethylamin o)-2-be n z oic a cid(以下 ､ TA MSM B)を用 い た吸
光法で測定した. さ らに反応液中にH202を加え､ 発生 した
･ OHをD MPOをス ピ ン トラ ッ
プ剤とするESR法に よ っ て測定した｡
zn- MTの分離と橋架は, 以下 の方法で行 っ た ｡
10週齢 の Wistar系雄性 ラ ッ トに生理食塩永 に溶解したznc12を2 回連続腹腔内投与し
た. 1回 目は6 mg2 h/kgbody w eightのZnC12を投与し､ 1 2時間後に2回 目の12mgZn晦
body w eightのZnC12を投与したo 2回目の投与 の12 時間後に ､ 動物を解剖したo
znを投与した ラ ッ トを エ ー テ ル で 麻酔し､ 採血後､ 速やか に肝臓を(1匹あたり約4-6g)
採取 した｡ 氷冷したホ モ ジナイ ズ液(o.25 Mシ ョ 糖含有10m M りん髄液衝液､ pH8･6)中
で ､ 速やか に鉄み で細切し､ 窒素ガス で 溶存酸素を置換した｡
肝湿重量1gあたり3ml の新 しい ホ モ ジ ナイズ液中でgla s s- Teflo n型 の ホ モ ジ ナイザ
- で
水冷下 ､ 窒 素気流下 でホ モ ジネ - トを調製した. ホ モ ジネ - トを105,000gで ､ 60分間の
超遠心(超遠心機: = IT A C = I S C P85= 2; ロ
ー タ ー : 7 0 ㍍-2; 温度: 4
o
C)を行 っ た o 得
られた上浦を60｡cで10分間熱処理し ､ 水冷後さらに105,000gで20分間 の超遠心を行 っ たo
この 上清(約60ml)をゲ ル洩過カ ラム でZn･ M Tを分離した｡ この 分離は以下 の 条件で
行 っ た ｡
カ ラム : Sephade xG
-75(5x80c m)
移動相: 10rnMりん醸媛衝液(pH8.6, 4
o
C)
流速: 2 ml/min
約16時間後に溶出 したZn･ M T画分 を原子吸光計(HIT A C H I 170-50 A;w a v el ngth:
213.8 n m;Slit:2n m) でZn - M T中 のZn量を潤定し て , Zn- M T フラ ク シ ョ ン を集め たo zn
の 測定は以下 の条件で行 っ た ｡
得ら れたzn･ MT(Zn濃度約2-3ppm)画分をさら にイ オ ン 交換カ ラ ム に よ り､ zn- MTを
精製した｡ こ の精製は以下 の条件で行 っ た｡
カ ラ ム : C M-Toyopear1650 M(1･5x30c m)
(T SK-Gel Io nEx changers, ToyoSoda M P G, Co･ , Ltd･)
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移動相: 10 血Mりん酸媛衝液(PH S.6, 4
o
C), 10min
50 血Mり ん髄液衝液(pH 7.4, 4
o
C),30min
流速 : 1.O ml/min
精製されたⅠ型とⅠⅠ塑 の Zn- M Tを(zn濃度約1･7ppm)混合し､ 1･5 ml のmicrotube に分注
し､ ヘ ッ ドス ペ ー ス を窒素で置換した後､
- 8 0
o
Cで保存したo
HP L C/ AAS によ る分析は , 以下 の 条件で行 っ た ｡
カ ラ ム : AsAhipak G S 520(7･5 m mx50m m)
移動相: 50 血Mりん醸緩衝液､ (pH 7.4 , 25
o
C)
流速 : 1ml/min
E SRの 測定は､ 以下 の条件で行 っ た ｡
spectr o m et r:J ES- R E IX ES R(JE O L,Japa nEle ctricCo･ , Tokyo)
M icr ow a v efr equ e n cy: 9.48 G Hz(Ⅹ -ba nd)
Modula血o nfrequ e n cy: 1 00 k Hz
M ic r o w a v epo w er: 10m W
Modulatio n amplitude: 0･079mT
Sc antim e: 120s e c
solutio n: 50mMりん醸濃衝液､ (pH 7.4, 25
o
c)
(c bele xl00で微量遷移金属イオ ン を除去した)
Te mper ature: 室温
2- 1- 3 結果
zn- M T中 のZn量 に対 し ､ 0か ら3倍量 の Cu(ⅠⅠ)を加え ､ M T中 の Zn お よ びcu量 を
H P L C/A AS法(Fig 1)に より測定し､ 結果をFig 2にま とめた. cu(ⅠⅠ)はM T中 のZn -硫黄
結合形のSH基でCu(Ⅰ)に還元されてZnと置換し同量 のCuで , 全て のZnと置換して ､ MT中
のCu量 は最大 に な っ た ｡ Zn が存在しなくな っ たcu･ M TにCu(ⅠⅠ)をさら に加える と､ cu(ⅠⅠ)
-10-
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に よ るMT申の SH の酸化が進み, MTに結合 できるCu量は減少し､ Cu/Zn
=3以上 のCu(ⅠⅠ)
を加えた時 に , MT申にCuがほとん ど観察されなくな っ た o cu(ⅠⅠ)によ るSH基の酸化は ､
MT中 の す べ てのSH基が ジス ル フィ ド基 (以下, S･S基) となるまで進み , その結果､
MTのCuを還元する能力も､ 金属を結合する力も失わせる o
cu(Ⅰ)を特異的 に キ レ
ー トす る永溶性B Cを用 い て ､ 反応液中にMでか ら放出されたcu(Ⅰ)
を定量した｡ Fig 3の open cir cle はZn
･ M Tと反応させたcu(ⅠⅠ)の量と等量の Cu(Ⅰ)をG S割こ
よ っ て生成させ たときの標準曲線である ｡ こ の 標準曲線 に対して , Cu/Zn
= 1まで は ､ Cu
はM T中のZnと置換するため ､ 反応液中に遊離のCu(Ⅰ)は検出されなか っ た ｡
cu/zn = 1か ら3まで の間は､ Cu- M T中のSH基がCu(ⅠⅠ)をcu(Ⅰ)に還元するため ､ 反応液中
に は加えたcu(ⅠⅠ)が還元さ れたcu(Ⅰ)と ､ M T の酸化 に よ っ てMTか ら遊離 し放出された
cu(Ⅰ)により ､ cu(Ⅰ)が急激 に増加したo さらに､ Cu′Zn
=3以上 で は､ Cu(ⅠⅠ)に よりM Tが完
全に酸化され て しまうため ､ これ以 上 のCu(ⅠⅠ)を加えても, cu(Ⅰ)が生成されずcu(Ⅰ)の量
は 一 定に な っ た ｡ 点線は理論的な変化を示したもの である(Fig3)o
反応液中め遊離のCu(ⅠⅠ)を観察するため ､ Cn(ⅠⅠ)の水溶性キレ
ー ト剤T A M SM Bを用 い て ､
T A M S M BIcu(ⅠⅠ)複合体の585n mの 吸光度を測定した(Fig 4). open cir cleはM Tが存在し
ない 反応液中 に加えたcu(ⅠⅠ)とき の標準曲線で ､ この Cu(ⅠⅠ)の 量はclo s edcir cleで表 した
M Tが存在する反応液中 に加えたcu(ⅠⅠ)の 量 と同じである ｡ 理論曲線 であ
■
る 点線で は､
cu/zn =3まで ､ 反応液中の遊離のCu(II)が存在しな い が ､ 実測値で は､ Cu/Zn = 1以上 で
cu(ⅠⅠ)が観察されるようにな っ た ｡
これ らの 結果に基づ い て , 反応液中にH202を存在させた時の ･ OH の発生 を ､ ES R法で
観測した｡ Fig 5 はCu/Zn - 1 の時のD M PO･OH addu ct のシ グナル の経時的な変化を示 し
た｡ シ グナル の高さは経時的に増加した｡
Fig6 は測定時間を反応 1分後にした時のCu/Zn比 に よ るD MPO-OH addu ct のシ グナル
の 高さの変化を示したも の で ､ Cu/Zn= 1まで ･ O H の産生が見られな い が ､ Cu/Zn = 1か
ら3ま で は ､ cu/znに比例した ･ OH の産生 が見られ ､ Cu/Zn =3以上 で は ､ ･ OH の産生量
は ほぼ 一 定 に な っ た ｡ ･ OHの 産生における経時的及び量的な変化をFig 7にま と めた｡
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縦軸に示した シ グナ ル の 強度は , 内部標準物質であるMnの シ グナ ル 強度に対する相対
強度 であり､ 横軸はZn- MT中 のZn量に対す る添加したcu(ⅠⅠ)の モ ル 比で示したo clo sed
｡ir ｡1e の曲線は , Cu/Zn - 1か ら8ま でCu(ⅠⅠ)を加え､ 反応開始 1分彼の
･ OH の産生を示し
たもの である . 反応液中の遊離のCu(I)を示した曲線とこ の ラ ジカ ル の 発生曲線はほぼ
一
致し ており, 反応液中の ･ O Hの産生は反応液中に存在する遊離のCu(Ⅰ)に よる こと が示
唆された｡ 太 い 実線 はH202に よ るM Tの 酸化が起こ ら ない 場合の ･ OH産生 に対する理論
曲線を示す｡
21114 考察
cuは生体に必須な金属である が ､ 毒性も強く､ 過剰なcuはMTに捕捉されて い る ｡ M T
に結合しうる金属はCuの み で はなく､ znは常 に結合 して い る ｡ 酸化還元反応に関与し
な いZnとは異なり､ cuは1価 と2価をとり､ 酸化還元反応 に関与する｡ M Tに結合して い
るCuは常に1価であり､ 2価のCuはM T中の 還元塑の金属結合性のSH基を酸化する ことに
ょ っ て ､ 1価 に還元される. また ､ M Tに対する親和性は､ Cuの 方がZnより高い .
cl含有M TにZnが結合して い る時には ､ MTはa ntio xida ntとして働くが ､ Cuの みを含む
M Tは , 添加したcu(ⅠⅠ)の1.5倍量の 遊離のCu(Ⅰ)を発生させ ､ ･ O Hを産生させ るpr o o xida nt
となる こ とが本実験 の結果から分 っ た(Fig8)｡ この ような正反対 の作用 に つ い て は､
生体内抗酸化分子の 一 つ であ る M Tに かぎらず､ 他 の抗酸化分子でも､ M Tの ように
a ntio xida ntとpro o xida ntとの 正反対の作用がみられる ことが近年報告されて い る o M Tに
関して は本研究が初めて詳し い検討を加えた｡
生体内の 脂溶性抗酸化物質の中でVitEは酸化防御系に重要な因子の 一 つ として 知られ
て い る ｡ VitEに はROSを消去したり, 脂質の 過酸化を阻害する能力が認められて い た ｡
しか し ､ 近 年 の 研究成績 か ら ､ v itEはcu(ⅠⅠ)をcu(Ⅰ)に還元す る過程で , 中間体 であ る
vitEラ ジ カ ル を生成し､ 遷 移金属 の存在下 で はpr o oxidant作用がantio xidant作用よりも
大きくなる ことが報告されて い る【4 4)｡
一 方, グル タチオ ン(以下 ､ G SH)は生体内に多
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量に存在する抗酸化物質として ､ Cu(I)
-H202- DNA ･ VitC反応系 に よ る ･ OH の産生 を抑え
る antio xidant 作用を有するが ､ Cuの キ レ
ー ト剤1,10･phe n a nthr olin eを 添加す る と ､
1,10
･
phen a nthr olin e
-Cu c o mplex の 酸化還元 反応 に寄与し , DNA の 酸化 を促進す る
pr o o xidant作用を有する ことが報告され
て い る【45】｡ この両刃の剣の ような二面性には､
8_ カ ロ テ ノ イ ドな どの 生体内抗酸化因子 にも見られる ことが報告されて
い る14 6】o
本実験 の結果から､ MTが活性酸素の消去と生成の相反する性質を持
つ と考えられる｡
cu,zn - MTの 中のZnは非違移金属として ､ 遷移金属 によ る過酸化反応を抑制す
る効果が
見られ る【
･471o MT分子外 の Cu(Ⅰ)イ オ ン はM T分子内のZnをす
べ て追い 出し､ Cu(I)の
みを含むMTに なり ､ さ らに過剰の Cu(ⅠⅠ)は cu
- M Tか ら遊離のCu(Ⅰ)を産生し､ 活性酸
素の 一 種で ある ･ OHを産生させ る ことが本研究の 結果から提案された o
こ れらの 抗酸
化因子 に関する活性酸素の防御効果と全く逆の酸化反応の促進作用は, 今後､ 抗酸化生
体防御系 の研究領域で極めて重要なこ ととして注目される べ きであると考える o 今 臥
M Tのpr o o xida nt作用は , 先天性cu代謝異常症であるL E C ラッ トにおけ
る毒性発現機構の
解明に対して , 極めて重要な発見であるo
2- 2 L ECラ ッ トの 血獲申 のCu レ ベ ル に よ る肝鹿申の M T一 非法合型Cu畳 の推
定
2- 2- 1 目的
L E Cラ ッ ト肝臓中に M T凍結合型 cu が出現する こ とが , 活性酸素を産生させ る直接
的な原因となり､ 毒性が発現する と推測される ｡ この MT･ 非結合型cuの存在は2
･ 1のin
,itr｡実験で証明したc｡を含むMTがpr o o xidantとなる ために必要な因子 であり､ LEC ラッ
トの肝炎発症に関す る最も重要な指標の 一 つ に なる と考えられる ｡ そ こで , LEC ラッ ト
の 肝炎発症ま で のC｡の存在形態の変化から､ MTがpr o o xida ntと して働くin viv o条件を
推定する ことを目的とした動物実験を行 っ た ｡
-17-
Fig 9･ Pr opo sed s chem e fo rthe in c r e a s e of s e r u mCu c o n c e ntr atio n
withap pe ar a n c e of n o n･ M T･bo u nd Cu in the liv e r of L E Cr ats･ T he
00 n c e ntr atio n ofCuinthepla s m aofL E Cr atsis a slo w a s atx ) ut1/10ofthe n o rmal
le v elbefo r e13w e eks ofage, whiletheCpe x cr eted intotheblo odstre a m a s apojo r m
r atherthan holo-fo r m. T he o o n c e nbTatio n ofCuin cr ea s e sintheplas ma ofLE Cr ats
to w ard the o n s etofjau ndic e re s ultinginthe s upplyof Cuto Cpintheliv e r, whilethe
n o n- M T bo u nd Cu ap pear ed in theliv e r･ Cp: ce rulopla s min; E R; e ndoplas mic
re也c ulu m.
-1 8-
LE C ラッ トの肝臓におけるCuの代謝過程とし て ､ Fig9 で示 した
J
schem eが推定され
る ｡ L EC ラッ ト の肝臓申 で は ､ CuがM Tに結合し て い る ため､ 血祭中の Cu濃度の9 5%以
上を占め るCpに は その プ ロ セ シ ン グの 過程 で ､ Cuが渡 されず【4 8,4 9ト apo
- Cpとし て血
液中に分泌される o こ の 原因として ､ LECラ ッ トの 肝細胞の中で は､ 通常 は ゴ ル ジ体の
膜 に存在するA T P7B1501が欠損して い る ため ､ cuイ オン を細胞質から ゴ ル ジ 体内に輸
送で きず､ Cpl O40に はCuが渡される こ となく､ 糖が付加され ､ apo
- Cpと して ､ ゴ ル ジ
体を通じ て肝細胞か ら血液中 へ 分泌される と鋭明された【43】. L EC ラッ トの 血液中のCu
濃度が肝炎発症以前は正常ラ ッ トの1/10と低 い 理由が示された【43】o ウイ ル ソ ン患者で
もcp- のCuの 取り込みが起 こ っ て い ない こととも
- 敦する【48】o 肝臓中に遊離のCu即ち
M T- 非結合型cuが出現する ようになる と､ このCnが細胞質でCplO 4 0に渡され ､ glyc o syl
化の後はbolo-Cpと して 血液中に分泌されると考えられるo この こ とを利用して ､ 今回
の実験は肝臓中の遊離のCtlの発生量を推測する ことを意図した｡
2-2- 2 方法
鰍性LE C ラッ トは徳島大学医学部動物実験施設より供与を受けた. こ れらの 動物は､
擬人後より実験期間を通じて ､ 標準試料(cE･ 2､ 日本ク レ ア ､ 東京) および水道水を自
由に摂取させた｡ 9 から15週齢の各群三 匹ずつ か ら採血し､ 肝臓 と腎臓を採取した｡ 血
清及 び各臓番中のCuとznの 濃度をICP･ MSで測定した｡
金属濃度測定の た めの灰化 に は ､ 和光純薬(大阪)より購入した精密分析用の 硝酸と過
塩素酸を容量比4対 1で混ぜた混醸を使用した｡
o.1gの 臓器ある い は0.1 mlの 血清をo.5mlの混酸により湿式灰化したo 灰化終了後､
精製水で 5 mlにメ ス ア ッ プし､ 金属測定用試料とした. 金 属濃度の測定 は ､ ICP- MSを
用い て検量線法に より求めた｡
有意差検定はone w ay の A NOV A法で 行 っ た ｡ 各群 の有意差 はそ れ ぞれ
'
pく0･0 5､
…
pく0.0 05と
-
p(o.o o 1で示 した ｡ また 血中の Cu量と肝臓中のCu量､ cu/Zn比 な どの 各精
一19-
標 の 相関関係 の 分析 は線 形 剛帝分析法 で行 っ た o
2-2-3 結果と考察
L ECラ ッ ト肝臓中の Zn量は13週齢から減少したが ､ Cu量 は1 4週齢まで増加した(Fig
lOA)0 15週齢のLE C ラッ トで黄痘を発症した群としなか っ た群を費痘発症前と発症後
として扱 っ た ｡ 発症後の肝臓中のZn量は発症前のZn量との有意差が見られなか っ たが ､
肝臓中のC｡量 は発症前よ り減少した｡ FiglOB に示 した ように, LE C ラッ ト肝臓中の
c｡/zn比は加齢とともに増加し､ 15週齢のLEC ラッ ト肝臓中のCu/Zn比は , 発症後の方
が発症前より小さか っ た ｡ 黄痘発症前の肝臓中 のCu/Zn比 の増加はin vitro実験で示した
MTがanti｡Ⅹidantか らpr o oxidantに変化する条件であり ､ 今回のin viv o実験 でも確認さ
れた こ とを意味する ｡
肝臓中の M T･非結合塑cu量の推定に関して は ､ LE C ラッ ト血清中のCuの 漉度を測定し
た(Figll)0 13週齢以前の血清cuの濃度が通常の ラ ッ トの1/10以下である の は､ 血祭中
のCuの9 5 %を占めるCpがapo- Cpとして分泌され て い る た めである o 血清 cu の 濃度は
13週齢以降に急激に増加する が , こ れはCp が bolo･ Cpとして肝臓から血中に分泌され
る割合が増える ため で ある【53)｡ 黄痘発症後に ､ 血清 中のCuの濃度はさらに 上昇し､
bolo- Cp 以外の Cu- M TやCu が結合したタ ン パ ク質が血中 に放出される割合も増える と
考えられる ｡
肝臓中のCu量と血清中のCu量と の相関関係で は(Fig 12 A)､ 9から13週齢ま で血清中の
cu量 が変化し て い な い 時 に ､ 肝臓 中 の Cu量 は大きく増えた(y
= 4 6･7Ⅹ ＋ 1 18, r
=
o.634)｡ 黄痘発症後に肝臓中のCu量が減少したが ､ 血清中のCu量は発症直前から増加し
続けた(y ニ ー 1 19Ⅹ ＋ 598, r - 0. 69 5)o 肝臓 中のCu′Zn比 と血清中の Cu量 との 相関関係
をFig1 2 Bに示したが ､ 貴痘発症前(y = o.2 08Ⅹ
- 0.5 62, r
= 0･7 30)と発症後 (y =
-
o.16 0Ⅹ ＋ 4.52, r
- 0.7 9 8)の 変化はほぼ Fig 1 2A に示した結果と
一 致したo これらの
-20-
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相 関 は 発 症前 と 発 症後 に 関す る Fig 1 2 Aに 示 し た 相 関 よ り も 高 か っ た o
腎臓中のCu濃度(Fig13 A)は13週齢から急激に増加し､ 貴痘発症後はさらに増加したo
発症後の腎臓中には､ MT腐合塑cuとM T一 非結合型cuの 両方が増えたと考えられる【53】o
腎臓中の Zn量(Fig 13A)は黄痘発症前の各週齢で は ､ 有意な変北が認められなか っ た
が ､ 費痘発症後 に は､ 有意に減少した｡
一 方 ､ 腎臓中のCu量の 増加 によ っ て , 腎臓中の
cu/zn比(Fig 13B)は1 2週齢から増加し始め, 14と15週齢で有意に増加したo また ､ 貴
痘発症後の腎臓中のCu/Zn比は黄痘発症前より著しく高か っ た ｡ こ れらの 結果から､ 傷
害を受けた肝細胞から血祭申 へ Cu･ M Tが逸脱し､ また腎臓で再吸収されたためと考えら
れた【531｡
Fig 1 4 Aに ､ 腎臓申のCu量と血清中のCu量との 相関関係を示したo 費痘発症前の腎臓
中のCu量と血清中のCu量 との 相関関係(y - 0.0 07Ⅹ ＋ 0.1 78, r = 0.7 91)お よ び黄痘発
症後の腎臓中のCu量 と血清中のCu量との 相関関係(y - o.oo6Ⅹ ＋ 2.5 5, r
= 0･3 02)はと
もに正 の相関関係が得られた｡ また､ Fig14Bには ､ 腎臓中のCu/Zn此 と血清中のCu量
との 相関関係を示した｡ これら の相関関係を分析すると ､ 貴痘発症前の相関関係(y =
o.152Ⅹ ＋ 0.184, r - 0.79 9)と黄痘発症後の相関関係(y - o.o65Ⅹ ＋ 2.8 5, r = 0･2 27)は
Fig 1 4A に示した相関関係と 一 致した｡
2 - 3 L E C ラッ ト肝臓における活性酸素の発生
2-3- 1 目的
L EC ラッ トの 肝臓中に蓄積されたcu-MTは､ 高い 濃度(100mM)の H202が共存する と､
'
反応性の高 い ･ OHを産生する と報告されて い る【54】o 2- 1のin vitr o実験 の結果から､ 低
い濃度(最終濃度o.5 mM)の H202を添加した時には､ L ECラ ッ トの 肝臓中で ･ O Hが発生
する条件として ､ Cu含有M Tか らの M T･ 非結合塑 cu の 放出が必要なこ と が わか っ た ○
そこ で ､ L ECラ ッ ト肝臓中 で ･ OHが発生する ことを示す直接的な証拠を得 るた め ､ 低
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濃度の H202を用い たin viv oの 実験を行 っ た｡
2･3-2 方法
各週令 のLE Cラ ッ ト肝臓ホ モ ジネ - トを熱処理した上清 に ､ D M POを加える こ と によ
り､ 肝臓中 で発生した ･ OHをESR法で測定した｡
ESR測定法は2-2-1と同じ｡
2-3･3 # #
Fig 15は週齢 の異なるLE Cラ ッ トの 肝臓ホ モ ジネ - トを熱処理後にH202と反応させ ､
その8分彼の ･ O Hの シ グナ ル を示す｡ 黄痘発症前のLECラ ッ トで は､ 熱処理した肝臓ホ
モ ジネ - トにH202を加えた1分後に ､ ESR で観測 したシ グ ナル はVitC に由来するV itC
ラ ジカ ル の2本線で あり, 時間が経過する と, この 2本線が小さくなり､ ･ OH由来の
1:2:2:1の4本線が大きくな っ た ｡ 8分後の淵定時に､ VitC ラジカル の2本線が完全に消
え､ 代わ っ て ･ OH の4本線があらわれ､ シグナ ル は全て ･ O H由来の 4本線 に な っ た ｡
各週齢の 熱処理したL E Cラ ッ トの 肝臓ホ モ ジネ - トを用い た ･ 0Ⅰの療時的な産生を
Fig 16 にま とめた ｡ 加齢とと もに ･ OHシ グナ ル は大きくなり ､ 貴痘発症前の15週齢で
は ･ OH のシ グナル が最大 に な っ た o 一 方､ 黄痘発症後のLEC ラッ ト で は ､ H202を加え
た1分後シ グナル がほと ん ど ･ O H由来の4本線であり､ vitCラジ カ ル に由来する2本線
はみられなか っ たo したが っ て ､ clo s edcir cle sで示 した黄痘発症後の ･ OH のシグナ ル は､
黄痘発症前の ･ OHの シ グナ ル の 変化と違 っ て ､ H202を加えた1分後に最大 になり､ その
後､ 経時的に減少した｡
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2-3･ 4 考察
2- 2 の 結果より ､ LE C ラッ ト肝臓申で は ､ cu量 の増加と加量の減少が明らか にな っ た o
黄痘発症後に , 肝臓申のCu′Zn比が増加し ､ 血清中のCu畳も急激に増加したo LE Cラ ッ
トの 血清中のCu塞が ､ 黄痘発症南で低く発症後に急増すると いう結果から､ 肝臓中の
cu･ MTから､ MT一 非結合型 cu が産生したと推定したo また ､ 腎臓中のCu量及びCu/Zn
比は黄痘発症後に増加する ことを2･2 の実験により明らかにしたo この結果に関して は ､
傷害を受けた肝臓からcu･ MT及 びMT俳結合型cuが血流中 へ 逸脱し､ その 中でCu
- M Tは
糸球体で櫨過された後､ 近位尿細管で再吸収される ことにより､ 腎臓中のCu量が増えた
と考えられ る｡
これ らの こ とにより, LE C ラッ トは加齢とともに肝臓中にCuを cu
- M Tと して蓄潰し,
M T･非結合塑 cu を産生するようになると血清中の Cu 濃度が増加する と推定したo
MT俳結合型 cu が増加した肝臓申でCu･ M Tがpro o xida ntと して働く ことが2
･1 のin vitro
実験から推定され る｡ 今回の阜n viv o実験 で は､ 黄痘発症前 のL E Cラ ッ ト肝臓 で
･ OH の
産生量が加齢とともに増加する ことが明らかとな っ た o 今回得られた結果は､ M Tか ら
のCuの遊離と ･ OEの産生との 関係を明らか に した2
･ 1のin vitr oの実験結果を支持して
い た ｡
2 - 4 L ECラ ッ トにお け る液化的濃傷の観察
2-4･ 1 日的
LE C ラッ トが急性肝炎を発症するためには､ 遊離のCuとcu
- M Tによる活性酸素の産生
が必須である ｡ そ こで ､ 活性酸素が誘導する細胞傷害を検討する ため､ 酸化的傷害 の指
標を観察する実験を行 っ た ｡
生体内で検出されるM DAが生体内の脂質過酸イヒ反応の指標となるか どうかに
つ い て ､
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現時点で はまだ意見は
一 致して い な い o しか し ､ M D Aと いう化合物 に こだ わ らず､
TB ARSとい う指標 で とらえる と ､ こ の 値は生体内の脂質過酸化反応を反映すると考え
られる ｡ そ こ で , チ オ パ ル ピ ッ
- ル酸(以下 ､ T B A)を用 い たMD A値でL ECラ ッ ト肝臓
中の過酸化脂質濃度の変化を追跡した｡
214･ 2 方法
各週齢 の鰍性LE C ラッ ト3匹ずつ か ら採血し, 肝傷害の 指標として血清中 のALT活性
及蛸 胞 傷害の指標としてLD H活性を測定した o さらに､ 肝臓中の脂質過酸化の産物の
一 つ であるM DA濃度を測定したo
A L Tお よ びL D H活性はALT-UV テ ス トワ コ - とL DH･UVテ ス ト ワ コ
- を用 い て ,
EIT ACHI 20 A(Hita chi,L td., Tokyo)分光光度計に より測定した｡
MD A濃度は過酸化脂質の分解で生じるMDAが ､ 酸性条件下で ､ 2分子のT B Aと縮合し
て生じる赤色物質を比色分析する こ とによ っ て 求めた【55】｡ この 赤色物質の最大吸収波
長は532nm にあり､ 実際の測定では､ 535n mで行われて い る o
テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイザ - でL EC ラッ ト肝臓の20%ホ モ ジネ
- トを調製し､ ネジ ぶ た付
き試験管中で ホ モ ジネ - ト0.1 mlに､ 1%り ん酸2･O ml とTBA試薬o･5
'
mlを加えて混合
し､ 90
｡
c の温浴申で60分間加熱した. すみや か に水冷水槽に入れ ､ 冷却後2･5 mlの n
- 7
h
タノ ー ル を加え､ 振漫抽出し､ 3000rpm ､ 10分間 の遠心後､ n
- ブタノ ー ル層(上層)を
取り､ 535n mと520nm の差A535- 2 0を求めた｡
標準物質とし て0.1 ml の 1 0nm ol′ml テ トラ エ ト キ シ プロ パ ン
･ メ タ ノ ー ル 溶液
(wako Pワr eChe mic alslnd･ Ltd･･ Os aka)を用
い た o
MD A量に つ い て は､ 個体間や組織間で濃度差が生じ､ ホモ ジネ
- トあたりの借は正確
でな い ため ､ タ ン パ ク質量当たりで表現した｡
過酸化物の濃度は次式で計算した｡
M D A の濃度(n m ol/mg pr otein)
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=(A/Blx lOn rn ol/0.1mlホ モ ジネ - ト中の タ ン パ ク質量(mg)
A: 標準試料の吸光度(A5 35･520)
B: 試料 の吸光度(A5 3 5- 2 0)
2･4-3 結果と考察
LE Cラ ッ ト血清中のLD H活性(Fig17 B)は ､ 11から14週齢まで は､ 10週齢以前よりわ
ずか に高値で はあ っ たが ､ 15週齢 になる とその 値は急激に高くなり, 黄痘発症後はさら
に上昇した ｡ こ の 変化は､ 傷害さ れた肝臓から血紫中 へ のCuの 逸脱の パ タ
ー ン(Figl l)
とほぼ 一 致したo 一 方 ､ A LT活性(Fig17A)はLD H活性よりも早期に応答し､ 11週齢か
ら上昇し､ 費痘発症後に最大値とな っ た . これらの 結果は､
一 部の 肝細胞 で は10週齢よ
りすで に傷害が始ま っ て い る ことを示したo
Fig 18 はALT及びL D郎舌性 と血清中のCu濃度との相関関係を分析 した結果であるo
黄痘発症前の ALT活性(Fig 184, ope n circle s)は血清中のCu濃度との よ
い 相関関係(y =
124Ⅹ ＋ 24.2, r
= 0.8 02)があり, 肝傷害に対する良 い指標 になる と考えられる o しか
し, 黄痘発症後の AL T活性 は血清中のCu濃度との 相関関係(y
= - 9 7･9Ⅹ ＋ 566･ r
=
o.481)は負 の相関を示した o その
一 方､ L D H酔隆はALT活性と異なり､ LD H活性と血
清中のCu濃度との相関関係(Fig 18B)で は ､ 黄痘発症前(y
= 29 7Ⅹ ＋ 1 10, r
= 0･64 1)
及び黄痘発症後(y - 15 83Ⅹ - 3 789, r
= 0･5 57)とも に正の 相関を示したo 黄痘発症後
の傾きは発症前 より大きく､ 黄痘発症後はL DHがより多く血清中 へ 逸脱する こ とを示し
た｡
A L Tは肝臓に特異的に多く, 腎臓に は肝の約3分の1の活性が見出され るが ､ その他の
臓掛こは少ない ｡ 肝細胞傷害時には､ 肝のA LT活性は減少し､ 血祭中の活性が上昇するo
LECラ ッ トで は ､ 10週齢から血祭中 へ のA LT の逸脱が見られたの で ､ 肝臓及び胆道系傷
害が早期に起 こ っ た と推定される o A L Tが急性肝炎 の診断上有力な指標と
いうこと は､
今回の 実験 で得られた血中AL T活性と血中Cu量との よ い 相関関係から再び確認され
たと
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考えられるo
･
A LT活性と異なり, LD H活性は生体内では腎臓､ 心筋 ､ 骨格筋 ､ 勝臓お よび肝臓など
の組織に分布し､ こ れ らの臓器が傷害されたり､ 壊死 したりすると, 血液中 にL D Hが逸
脱するため ､ 血清中のLD H活性が上昇するo LE C ラッ トで は､ 1 3週齢まで ､ LD Hi舌性の
上昇が小さく､ 肝臓以外 の臓番の傷害が認められなか っ た o 寮痘発症後､ L D Hl舌性が急
劇に上昇し ､ 肝臓の2次的な傷害ある い は肝臓以外の臓器の傷害がお こ っ たと考えられ
る｡
Fig 19 で示し た分析した結果で は､ M DA倍は黄痘発症後の15週齢の債だけが有意で
あっ た ｡ ･ 0朗 唱 も脂質過酸化をもたらすとされて い る こと から【56ト
･ OH の発生 に
ょる脂質過酸化が考えられる｡
Fig 2 0 Aは､ 肝臓中 の MD A値と肝臓中のCu濃度との相関関係を分析した結果であり､
貴痘発症前の正 の相関関係(y ≡ 0･0 04Ⅹ ＋ 0･466, r
- 0･2 32)が見られたが ､ 黄痘発症
後は､ 負の相関関係(y - - 0･0 03Ⅹ ＋ 2･6 7, r
- 0･342)が見られたo 肝細胞傷害が
起こ っ た後に ､ 肝臓中に存在するCu, LDH及びALTな どの多くの生体内物質が大量に肝
臓外 へ 放出されるが ､ 肝臓中の M D A量は黄痘発症前より､ 発症後が多か っ た o 発症後
には､ Cuが肝臓から逸脱す るた め肝臓中の Cu量は減少したに もかか わ らず､ 肝臓中の
M D A値は高 い 値を示し､ 肝臓中の M D A値と肝臓中の Cu 濃度との相鯛係数が負 に な っ
た理由であると考えられる｡ しか し, r 催は大きか っ た o
Fig20Bは ､ 肝臓中の M DA値と血清中のC過 度との相関関係を分析した結果
であり､
Fig20 Aの 関係とは異なり､ 黄痘発症前(y
- 0･48 7Ⅹ ＋ 1･0 6, r
= 0･533)と黄痘発症後(y
- 1. 1 2Ⅹ ニ 1.8 5, r
- 0.68 1)の 関係は明らか に異な っ て い た o 傾き は , 発症後の 催
(1.1 2)が発症南の億(o･487)より大きくなり､ 黄痘発症前後は脂質過酸化が
より大きく
進行した こ とを示唆した｡ さらに ､ r 値は､ 発症前の億(o･681)が発症後の億(o･5 33)
より大きくなり､ 脂質過酸化と血清中のCu濃度で推定した肝臓内の M T凍結合型
c止 が
良い相関ある こ とを示 した｡ 肝臓中の MD Aは黄痘発症後に上昇し､ 血清中cu
との 傾き
及び r値はそれぞれ発症後の償が発症前の値より大きくなる ことが明らかとな
っ たo
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また ､ 2- 3 の結果から ､ 血清中の Cu 畳の 増加 は肝臓中の M T･非結合塑 cu の 発生 を示
す指標に なる ことが推定された｡ したが っ て ､ L EC ラッ ト肝臓中における脂質の過酸化
は､ 肝臓中 に菩聴したcu･ M Tの pr o o xida nt作用及び遊離の Cu の 産生 に よ る ROSの 発
生によりMD Aの 生成が生成したためであると推定した｡
これらの結果から､ LE C ラッ ト肝臓中で ､ M T一 非結合塑のCuが発生し, 続い て ･ O H の
発生に よ る脂質過酸化 などの細胞の酸化的傷害が趣こり､ 急性肝炎をもたらすこ とが示
唆された｡
-33-
3
1 # *
肝臓中にMT･非結合型cuが発生するこ とにより､ 肝傷害が始まることが明かとな っ た｡
M T･ 非結合塑のCu(Ⅰ)がH202により ･ OHを発生させる ことを, cuを含むM Tが遊離のCu(Ⅰ)
を発生させる機構とともにin vitr oの実験で証明した｡ また , L EC ラッ ト肝臓申に週齢と
共に遊離のCuが増え､ H202の 存在下 で ､ ･ OH の発生量が増える こ とも示 した｡ 肝臓中
のMT･非結合型cuは血祭中のCu濃度の増加に反映される こ とを示し､ こ れを利用して肝
臓中の遊離cu漉度を推定した｡ 蒐生 した ･ 0Ⅰiが肝細胞に酸化的傷害をもたらす ことを
肝傷害の指標であるL DH及びA L T活性の上昇から推定した｡
以上の こ とより, LE Cラ ッ トに おける先天性銅代謝異常症による急性肝炎発症に至る
毒性発現機構として ､ M T･ 非結合型cuの 発生 に よ る ･ OHラジ カ ル の 産生が 原因である
と結論した｡
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